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Este estudio reporta un sistema de regeneración simple y eficiente a partir de explantes de 
hoja de Diacol Capira (DC) y Parda Pastusa (PP), dos variedades comerciales de papa 
cultivadas en Colombia.  Un medio único de cultivo es usado tanto para la inducción de 
callos como para la regeneración de tallos.  Se comparó el efecto de diferentes relaciones 
entre auxinas y citoquininas adicionadas a un medio selectivo para regenerar tallos (4.3 g/L 
de Sales de Murashige and Skoog (1962), 30 g/L sacarosa, 0.5g/L tiamina, 1 mg/L ácido 
giberélico, 40mg/L ácido ascórbico y 1.7 g/L fitagel pH 5.7) a partir de explantes de hoja.  
El análisis de los resultados demostró que todos los explantes de hojas de DC, tratados con 
zeatina ribósida- ZR (3mg/L), ácido indol -3- acético - AIA (1mg/L) y todos los explantes de 
hojas de PP tratados con ZR (3 mg/L), regeneraron plántulas fuertes y morfológicamente 
normales.  El medio fue utilizado en posteriores experimentos de transformación genética. 
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This study describes an efficient one- step regeneration system from leaf explants of two 
colombian commercial potato varieties: Diacol Capira (DC) and Parda Pastusa (PP).  A 
single culture medium is used for initiation of callus and developing of shoots.  We compared 
the effect of different concentration ratios between auxins and cytokinins added to a basal 
medium (Murashige and Skoog basal salt mixture (1962) supplemented with 30g/L sacarose, 
0.5g/L thiamine, 1 mg/L giberelic acid, 40mg/L ascorbic acid 1.7 g/L, phytagel, pH 5.7) to 
regenerate leaf explants.  Analysis of results revealed that all leaf explants from DC treated 
with zeatin riboside -ZR (3 mg/L), indole - 3-acetic acid - IAA (1 mg/L) and all leaf explants 
from PP treated with ZR (3mg/L), induced regeneration, producing green and 





La papa (Solanum tuberosum L.) 
forma parte de la dieta de una gran 
proporción de la población mundial y su 
cultivo es uno de los más extendidos en 
el mundo, ocupando el cuarto lugar 
después del trigo, el maíz y el arroz 
(Miller y Lipschutz, 1984).  La 
producción de papa en los países en vía 
de desarrollo se ha incrementado en 
153% en las tres últimas décadas.  
Latinoamérica aumentó su producción 
en 5 millones de toneladas, hecho que 
refleja la importancia de este cultivo 
(Lobaton, 1992). 
 
En Colombia existen dos variedades 
comerciales muy importantes, Diacol 
Capira (DC) y  Parda Pastusa (PP) las 
cuales son susceptibles al ataque de las 
polillas de la papa Tecia solanivora 
(Lepidoptera: Gelechiidae) y 
Phthorimaea operculella (Lepidoptera: 
Gelechiidae) (Torres, 1992).  Aunque el 
uso de agentes químicos es la forma 
tradicional de controlar las plagas, otra 
forma podría ser el desarrollo de 
variedades mejoradas a través de 
métodos convencionales, sin embargo, 
es un proceso lento debido a la 
segregación y a la recombinación de 
características deseables y no deseables 
en la semilla (Park, Ronis, Boe y Cheng, 
1995). 
 
Una herramienta muy útil para 
abordar el problema del control de estas 
plagas, es el uso de algunas técnicas de 
ingeniería genética como la 
transformación mediada por 
Agrobacterium (De Block, 1988; 
Visser, 1991; Newell et al., 1991; Cardi 
et al., 1992; Sheerman et al., 1988; 
Snyder y Belknap, 1993; Stieckema, 
1988).  Este sistema ha sido usado para 
producir variedades con características 
mejoradas tales como resistencia a 
insectos, mediante la introducción de 
genes que codifican para proteínas 
tóxicas de Bacillus thuringiensis (Ebora; 
Ebora y Sticklen, 1994; Escrriche, 1994; 
Ely, 1996).  
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Para que la transformación genética 
sea exitosa, se requiere de la 
estandarización previa de medios de 
cultivo que permitan una eficiente 
regeneración de ápices a partir de 
explantes.   Se han regenerado plantas 
de papa mediante la formación de tallos 
adventicios sobre explantes extraídos de 
tejidos de hojas compuestas (peciolos, 
raquis y foliolos) (Jacobsen, 1977; 
Roest y Bokellmann, 1976; Webb, Osifo 
y Henshaw, 1983), segmentos de tallos 
(Newell et al., 1991), microtubérculos  
crecidos in vitro (Snyder y Belknap, 
1993; Ishida; Snyder y Belnap, 1989) y 
discos de tubérculos provenientes de 
campo (Snyder y Belknap, 1993; 
Hoekema et al., 1989).  El factor más 
importante que influye en la 
organogénesis in vitro parece ser el 
efecto de los fitoreguladores de 
crecimiento, especialmente auxinas y 
citoquininas cuya relación debe ser 
específica para cada variedad con el fin 
de que su efecto sea óptimo.  El ácido 
naftalen acético (ANA),  la 
bencilaminopurina (BAP), y el ácido 2,4 
diclorofenoxiacético (2,4- D) son 
efectivos para inducir regeneración de 
tallos; sin embargo, el ácido indol- 3- 
acético (AIA) y la zeatina ribósida (ZR) 
parecen ser las más efectivas (Snyder y 
Belknap, 1993;  Hoekema  et al., 1989). 
 
En este artículo se reporta la 
estandarización de un medio único que 
permite la inducción de callos a partir de 
los cuales se induce regeneración de 
tallos en las variedades de papa DC y 
PP. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Mantenimiento de plántulas in vitro:  
Se tomó como fuente para desarrollar un 
grupo base de plantas, plántulas 
juveniles y sanas cultivadas in vitro 
certificadas como libres de virus de las 
variedades DC y PP obtenidas del 
laboratorio de Cultivo de Tejidos 
Vegetales, Facultad de Ciencias 
Agropecuarias, Universidad Nacional de 
Colombia sede - Medellín.  Tallos con 
dos entrenudos y una longitud entre dos 
y tres centímetros (cuatro o cinco) 
fueron sembrados en 10-15 ml de medio 
de propagación líquido, en frascos de 
vidrio, cubiertos con papel aluminio e 
incubados a 20°C  con un fotoperíodo 
de 12 horas.  El medio de propagación 
usado para ambas variedades contiene: 
4,4 g/L de sales de Murashige and 
Skoog (1962), 2 mg/L ácido D-
Pantoténico, 20 g/L sacarosa, 0,4 g/L 
tiamina, 100 mg/L Myo-inositol y 6 ó 
24 M tiosulfato de plata (TSP), pH 5,8.  
El TSP  (AgNO3 + Na2S2O3) es un 
inhibidor de la acción del etileno que 
promueve el crecimiento de las plantas 
al bloquear la senescencia prematura 
(Hulme, Higgins y Shields, 1992). 
 
Fuente de Explantes: Se seleccionaron 
plantas juveniles y sanas cultivadas in 
vitro del grupo base de nuestro 
laboratorio de 4-5 semanas de edad.  A 
partir de las hojas se cortaron explantes 
de 0,5 cm
2
 aproximadamente, los cuales 
se utilizaron para evaluar diferentes 
medios de cultivo para regeneración de 
tallos de papa.   
 
Regeneración de plántulas:  Se 
realizaron tres experimentos  con nueve 
tratamientos cada uno, para cada 
variedad de papa (DC y PP).  En cada 
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experimento se evaluó el efecto de la 
combinación de dos reguladores de 
crecimiento sobre la regeneración de 
tallos en explantes de hojas.  Cada 
explante fue designado como una unidad 
muestral para un total de 30 por 
tratamiento.  Cada experimento se hizo 
utilizando un diseño experimental 
bifactorial con tres niveles. 
 
Los experimentos se realizaron de la 
siguiente manera: se tomaron hojas de 
plantas propagadas in vitro de 3 a 4 
semanas de cultivo.  Al explante se le 
hicieron dos cortes, uno basal y uno 
distal y posteriormente se sembró con el 
haz en contacto con el medio de cultivo, 
utilizando 10 explantes por caja de petri 
de 25 ml.  Las  hormonas fueron 
adicionadas a un medio base de cultivo 
para papa con la siguiente composición: 
4,3 g/L de Sales de Murashige y Skoog 
(1962), 30 g/L sacarosa, 0,5 g/L 
tiamina, 1 mg/L ácido giberélico, 
40mg/L ácido ascórbico y 1,7 g/L 
fitagel pH 5,7.  A este medio según el 
experimento, se le adicionaron los 
reguladores de crecimiento en todas las 
combinaciones posibles como se 
describe a continuación:  
 
- ANA a 0, 0,5, 1,0 mg/L - BAP a  0, 
1,5, 3,0 mg/L 
 
- 2,4- D a 0, 0,5 1.0 mg/L -  BAP a 0, 
2,0, 3,0 mg/L 
- AIA a 0, 1,0, 3,0 mg/L - ZR a 0, 
0,5, 3,0 mg/L 
 
Todos los explantes una vez 
sembrados en el medio de regeneración 
a evaluar, fueron sometidos a un periodo 
inicial de oscuridad de dos semanas y 
posteriormente fueron expuestos a un 
fotoperíodo de 12 horas y a una 
temperatura de 20°C.  A cada 
tratamiento se le hizo cambio de medio 
cada 15 días. 
 
Análisis estadístico:  Para seleccionar 
el medio adecuado de regeneración se 
tuvieron en cuenta observaciones 
cualitativas como la calidad de los tallos 
regenerados en cada tratamiento y el 
aspecto morfológico.  Los resultados de 
cada experimento obtenidos después de 
8-9 semanas fueron analizados mediante 
el programa estadístico STATISTICA 
versión 5,1.  Para determinar la 
asociación entre la concentración de los 
reguladores de crecimiento y la 
regeneración de tallos se realizó un 
análisis de Regresión Logística (Logit).  
Para determinar la significancia de la 
asociación se utilizó una Chi
2
 (p 
<0,001), en el cual la variable 
dependiente, regeneración de tallos tiene 
una respuesta binomial (presencia o 
ausencia) y las variables independientes 
son la concentración de auxinas y 
citoquininas.  
 
RESULTADOS y DISCUSIÓN 
 
Mantenimiento de plántulas in vitro:  
En ensayos preliminares observamos el 
efecto del TSP (AgNO3 + Na2S2O3) 
como inhibidor de la síntesis de etileno, 
reflejado en el desarrollo de las hojas.  
De manera general se observó durante el 
proceso de propagación in vitro de las 
plántulas que utilizando concentraciones 
de 6 y 24 M para PP y DC 
respectivamente se mejoraba la calidad 
de las hojas.  Esto se hizo porque de 
acuerdo con reportes publicados 
Estandarización de un medio... 
Rev.Fac.Nal.Agr.Medellín. Vol.53,No.1.p.887-899.2000 891 
(Hulme, Higgins  y Shields, 1992; 
Chang y Chang, 1991; Perl, Aviv y 
Galun, 1988) encontramos que el TSP 
promueve el crecimiento de las plántulas 
y provee de una manera evidente hojas 
más grandes al inhibir la acción del 
etileno. Este medio nos permitió 
desarrollar plántulas con tallos y hojas 
verdes, con una mayor área foliar (entre 
0,5 y 1 cm
2
 aproximadamente), cuando 
se adiciona al medio de propagación. 
 
Regeneración de plántulas:  En todos 
los tratamientos hechos con las 
diferentes hormonas de crecimiento, el 
proceso de regeneración se inicia con la 
aparición de callos en los bordes y cerca 
de la nervadura principal de los 
explantes, durante las dos primeras 
semanas después de iniciado el 
tratamiento.  Entre la cuarta y sexta 
semanas, se produjo inducción de ápices 
en ambas variedades, DC y PP, con los 
reguladores de crecimiento ZR y AIA en 
todas las concentraciones. 
 
Con los tratamientos 2,4 -D / BAP 
(0.0/2.0 y 0.5/3.0 mg/L), se presentó 
inducción de ápices en DC entre la 
cuarta y la sexta semana.  PP dio los 
primeros ápices entre la quinta y octava  
semana cuando se utilizó 2,4 -D a 2 
mg/L y BAP a 3 mg/L.  Los tratamientos 
hechos con ANA y BAP en las dos 
variedades, comenzaron a producir 
ápices entre la quinta y octava semana. 
 
Los medios suplementados con 
auxinas sin considerar la concentración, 
indujeron formación de raíz (datos no 
mostrados).  Las concentraciones de 
ANA y BAP que produjeron los 
porcentajes de regeneración más altas 
fueron 0,5 y 3,0 mg/L respectivamente 
para la variedad DC, dando un 77% de 
explantes regenerantes.  Para la variedad 
PP, la respuesta más alta, se encontró a 
concentraciones de 3,0 mg/L BAP con 
una regeneración del 73% (Tabla 1).  
Sin embargo, el poco crecimiento de los 
ápices producidos y la frecuente 
formación de callos friables en los que 
no se produjo diferenciación celular, 
fueron razones para ensayar otros 
reguladores de crecimiento. 
 
En los experimentos con  2,4 -D y 
BAP se presentó un menor porcentaje 
de ápices regenerados en relación con 
los obtenidos en el tratamiento de ANA 
y BAP.  Un 60% de los ápices 
regenerados fueron obtenidos cuando se 
utilizaron 2.0 mg/L de BAP y 0.5/3.0 
mg/L de 2,4 -D y BAP respectivamente 
en DC;  y un 67% de regeneración se 
presentó en PP cuando se utilizó 2.0 
mg/L de BAP (Tabla 2). 
 
 
Tabla 1. Porcentaje de explantes regenerados (Número de explantes 
rgenerados/total de explantes por tratamiento x 100), después de los tratamiento con 
Acido naftalen acético, ANA (mg/L) y Bencilaminoourina, BAP (mg/L) a las 4, 7 y 
9 semanas para las variedades de papa Diacol Capiro y Parda Pastusa. 
 
Diacol Capira 
Semanas ANA 0,0 ANA 0,5 ANA 1,0 ANA 0,0 ANA 0,5 ANA 1,0 ANA 0,0 ANA 0,5 ANA 1,0 
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Tabla 2.  Porcentaje de explantes regenerados (Número de explantes 
rgenerados/total de explantes por tratamiento x 100), después del tratamiento con 
2,4-Diclorofenoxiacético, 2,4-D (mg/L) y Bencilaminopurina, BAP (mg/L) a las 4, 6 
y 9 semanas para las variedades de papa Diacol Capira y Pardo Pastusa.   
 
Diacol Capira 


















































































Los porcentajes de regeneración más 
altas se lograron cuando se utilizó ZR y 
AIA (3,0/1,0 mg/L para DC y 3 mg/L de 
ZR para PP);  no solamente se obtuvo 
un 100% de explantes regenerados en 
ambas variedades, sino que el número 
de los ápices generados por callo fue 
mayor que los observados en los  
tratamientos de 2,4 -D y BAP (Tabla 3).  
La organogénesis de ápices con esta 
combinación de reguladores, fue un 
proceso rápido con respecto a otros 
reportados(Park et al., 1995; Hulme, 
Higgins y Shields, 1992), puesto que en 
la segunda semana en oscuridad todos 
los explantes presentaron callos (100% 
en DC y 100% en PP) y dos semanas 
más tarde, comenzaron a aparecer 
ápices en un alto porcentaje de 
explantes.  La Figura 1 muestra 
explantes de DC y PP de los controles 
de ZR/AIA.  La Figura 2 muestra el 
tratamiento de 3 mg/L de ZR y 1mg/L 
de AIA  para DC y PP respectivamente.
 
Tabla 3. Porcentaje de explantes regenerados (Número de explantes 
regenerados/total de explantes por tratamiento x 100), después del tratamiento con 
Zeatina Riboisida, ZR (mg/L) y Acido Indol 3-Acético, AIA (mg/L) a las 4, 6 y 8 
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semanas para las variedades de papa Diacol Caapira y Pardo Pastusa.   
 
Diacol Capira 


















































































 A      B  
 
Figura 1.  Control negativo para el tratamiento con ZR y AIA.  Explantes de hojas 
de DC (A) y PP (B) en medio de regeneración sin suplemento de hormonas, nueve 
semanas después de iniciado el tratamiento. 
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Figura 2.  Explantes de hoja DC (A) y PP (B) en medio de regeneración 
sumplementado con 3.0 mg/LZR y 1.0 mg/LAIA. nueve semanas después de  
iniciado el tratamiento. 
Los resultados de la prueba de 
regresión logística permitieron 
determinar la asociación entre la 
regeneración de tallos y la 
concentración de los diferentes 
reguladores de crecimiento en cada 
experimento (p<0.0001).   En todos los 
casos las citoquininas (BAP y ZR) 
parecen ejercer el efecto más marcado 
para la regeneración de tallos, siendo 
más evidente para ZR (Figura 3).  El 
contenido de auxinas (ANA, 2,4-D y 
AIA) en el medio de regeneración no 
parece ejercer efectos en la regeneración 
de tallos ; en el caso particular de la 
variedad PP evaluada con ZR-AIA, 
parece incluso detener el efecto de la 
citoquinina (Figura 3B). 
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Modelo: Regresión Logística (Logit) 
Solanum tuberosum  vc Diacol Capira
Chi
2













Modelo: Regresión Logística (Logit)







Figura 3.  Asociación entre la respuesta de regeneración y la concentración de ZR y 
AIA para las variedades de papa DC (A) y PP (B) después de 8 semanas de 
tratamiento.  El eje X muestra las diferentes concentraciones de ZR, el eje Y muestra 
las concentraciones de AIA y el eje Z la respuesta de regeneración  para un total de 
30 muestras por concentración de hormonas. 
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Modelo: Regresión Logística (Logit)















Modelo: Regresión Logística (Logit)















Modelo: Regresión Logistica (Logit)
Solanum tuberosum  vc Diacol Capira
Chi
2












Modelo: Regresión Logística (Logit)
Solanum tuberosum  vc Pardo Pastusa
Chi
2




Figura 4.  Efecto de la asociación entre la concentración de reguladores de 
crecimiento vegetal (A y B, ANA/BAP para explantes de las variedades DC y PP; C 
y D para explantes de DC y PP respectivamente) y la regeneración de tallos, después 
de 9 semanas de tratamiento.  el eje X muestra la concentración de citoquinina 
(BAP), el eje Y la concentración de auxina (ANA  o 2,4-D) y el eje Z la 
regeneración de tallos. 
 
 
En los experimentos realizados con 
combinaciones de ANA-BAP y de 2,4-
D-BAP (Figura 4), se observa que 
ninguna de las combinaciones de 
hormonas evaluados produce el máximo 
valor de regeneración de tallos 
esperado. 
 
Un medio de cultivo que promueva 
de una manera eficiente la regeneración 
de tallos a partir de hojas para una 
determinada variedad de papa, requiere 
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básicamente del establecimiento de la 
relación óptima entre auxinas y 
citoquininas, factor clave en la 
morfogénesis de los tejidos in vitro. Esta 
relación varía marcadamente 
dependiendo del genotipo de papa 
utilizada, haciéndose necesario 
estandarizar las condiciones particulares 
para cada variedad. 
 
Los resultados de los experimentos 
en los que se utilizaron diferentes 
hormonas a diferentes concentraciones, 
revelaron  que ZR/AIA fue el 
experimento que permitió obtener 
mejores porcentajes de regeneración 
(Tabla 3).  Aunque ANA/BAP y 2,4 -
D/BAP se han considerado buenos 
inductores de tallos de papa (Park et al., 
1995), nuestros resultados muestran una 
gran variación en los porcentajes de 
regeneración y la formación  de 
plántulas.  Esto contrasta con lo 
obtenido con las  combinaciones 
ZR/AIA, las cuales mostraban mayores 
porcentajes de regeneración y tallos de 
aspecto más sano, hecho que  podría 
atribuirse a que estas últimas, son 
hormonas naturales poseen una 
actividad apropiada en la totipotencia 
del tejido vegetal. 
 
De acuerdo con nuestros resultados, 
consideramos que la utilización de 
concentraciones altas de ZR (3mg/L) 
combinadas con concentraciones bajas 
de AIA (0-1 mg/L),  adicionadas al 
medio base descrito provee un sistema 
adecuado para la regeneración de tallos 
a partir de explantes de hojas de las 
variedades de papa DC y PP y además 
producen plántulas de morfología 
normal.  De acuerdo con lo reportado en 
la literatura (Webb, Osifo y Henshaw, 
1983; Hulme, Higgins y Shields, 1992; 
Veitía , Urrea, Gómez y Freire, 1998), 
se requiere por lo general de dos medios 
para completar la regeneración in vitro, 
uno para inducir la formación de callos 
y otro para inducir la formación de 
tallos. A diferencia de esto, el medio 
que hemos estandarizado es único para 
las dos fases de desarrollo lo cual, 
reduce notablemente el tiempo y el 
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